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(57) Abstract 



The host-cell adhesion by human influenza viruses is inhibited by new compounds of the general formula (1), where R' stands for acyl 
or a thioacyl group; R^ for hydroxyl, Z-alkyl. substituted Z-alkyl, Z-^ryl. substituted Z-aryl, and Z corresponds to O, S or NH; R^ stands 
for an acyl or a thioacyl group; R"* for H or acyl; X for O, S, SH2 or a sugar; and where W is a bifunctional spacer and P a multivalent vector 
consisting of one of the following substances: polyacrylate, polyacrylamide, N-substituted polyacrylamide, metacrylamide. N-substituted 
metacrylamide, polyacrylic acid, polycarbonate, polyester, polyamide, polyanhydridc, polyiminocaibonate, polyorthoester, polydioxanone, 
polyphosphazene. polyhydroxy carboxylic acid, polyamino acid, polysaccharide, protein, dextran, chitosan. glucan, liposome, microparticles. 
The inventive compounds are capable of bonding authentic human viruses from the A (HI and H3) groups, which have not been adapted 
through culturing in chicken eggs. 



(57) Zusammenfossung 

Die AdhSsion menschlicher Influenza Viren an Wirtszellen wind durch neue Verbindungen der allgcmeinen Formel (1) inhibitiert worm, 
R* cine Acyl oder Thioacylgnippe bedeutet; H, Hydroxyl, Z-Alkyl, substituiertes Z^Alkyl, Z-Aryl, substituieites Z-Aryl bedeutet, und 
Z O, S Oder NH entspricht; R^ cine Acyl odcr Thioacylgnippe bedeutet; R^ H oder Acyl darstellt; X O, S oder ein lineares Ci-Ca 
Alkyl bedeutet; Y NH, O, S, CH2 oder ein Zucker ist; W ein bifunktioneller Spacer ist P ein multivalenter lY^ger bestehend aus einem 
der nachfolgenden Stoffe ist Polyacrylat, Polyacrylamid, N-^ubstituiertes Polyacrylamid, Mctacrylamid, N-substituiertes Metacrylamid, 
Polyacryls&ure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid, Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyoithoester, Polydioxanon, Polyphosphazen, 
PolyhydroxycaibonsSure, Polyaminosfiure, Polysaccharid, Protein, Dextran, Chitosan, Glucan, Liposom, Micropartikel. Die neuen 
Veibindungen binden authentische. nicht durch Anzucht in HUhnereiem adaptierte menschliche Viren der Typen A (HI und H3) und 
B. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identiflzierung von PCr-Veitragsstaaten auf den Kopfb6gcn der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemdss dem 
PCT verOffcntlichen. 



AL 


Albanten 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Sloweoien 


AM 


Armenien 


Fl 


Pinnland 


LT 


Litaiien 


SK 


Slowakei 


AT 


Osteneich 


FR 


Prankrcidi 


LU 


Luxembuig 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabon 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Ascibaidschan 


GB 


Vereinlgtes Kflnigieich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Hen^gowhia 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Mbldau 


TG 


Togo 


BB 


Baibados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschlkisian 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TQrkci 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungani 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


VA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Maurctanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belanis 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mextko 




Amerika 


CF 


Zentralafnkanische Republik 


JP 


Japan 


NB 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KB 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Sdiweiz 


KG 


Ktcsisistan 


NO 


Norwcgcn 


YU 


Jugoslawien 


CI 


CAte d'lvoiie 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Polcn 






CN 


China 


KR 


Repubhic Korea 


PT 


Portugal 






cu 


Kuba 


KZ 


Ka&achstan 


RO 


Rum&nien 






cz 


Tschechische Republik 


LC 


Sl Lucia 


RU 


Russische Fdderation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


DAnemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







wo 98/14215 

Give k niuaate als Inhibitoren d r viralen Zelladhasi n 



PCT/EP97/05389 



Beschreibuna 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft neue multivalente Derivate von Neu5Aca2- 

6Galp1-4GlcNAc und die Hersteiiung dieser Verbindungen. Sie betrifft weiterhin die 
Verwendung dieser Verbindungen als Inhibitoren der yiralen Zelladhasion nicht- 
adaptierter menschlicher Influenza Viren. 

Der erste essentielle Schritt einer viralen Infektion besteht in der Adhasion eines 

10 Virus an die Oberfiache der Wirtszelle. Im Falle von Influenza Viren der Typen A und 
B, geschieht dies uber die Bindung des viralen Hemagglutinins(HA) an terminale 
Sialyloiigosaccharide von Glycoproteinen und Glycolipiden auf der Zelloberflache der 
Wirtszelle. Eine mogliche Strategic zur Verhinderung von Influenza Infektionen besteht 
in der Verwendung von Inhibitoren der Zelladhdsion, diese soilen sich mit den viralen 

15 Hemagglutininen verbinden und deren Reaktion mit den Wirtszellen hemmen. 

In der Literatur sind bereits eine Reihe von Inhibitoren der Adhasion von 
Influenza Viren bekannt. Insbesondere durch die Entwicklung von multivalenten 
Verbindungen konnten einige Inhibitoren gefunden werden, welche jeweils die 
Adhasion eines bestimmten Influenza Stammes in einem in-vitro Test erfolgreich 

20 verhindern (siehe Tabelle 2). 

Ein Nachteil dieser bekannten Inhibitoren liegt in ihrem engen 
Wirkungsspektrum, die Verbindung zeigen jeweils nur gegen einen einzigen Stamm 
hohe Aktivitat und sind somit fur eine praktische prophylaktische oder therapeutische 
Anwendungen nur wenig geeignet. 

25 Ein weiterer Nachteil ist, daB die Aktivitdt dieser bekannten Inhibitoren jeweils 

nur gegenuber adaptierten Influenza Stammen gezeigt wurde, welche auf embryonalen 
HQhnereiem angezogen worden sind. Es ist bekannt, dafi die Anzucht menschlicher 
Influenza Viren auf HQhnereiem zu Aminosdure Mutationen in der Region der 
Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins fuhrt (Robertson, 1993). Die auf diese Weise 

30 gefundenen Inhibitoren haben zwar eine hohe Affinitat zu den veranderten 

Hemagglutininen dieser mutierten Viren, wahrend ihre Aktivitat gegenuber Wild-Typ 
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Hemagglutin in vielen Fallen geringer 1st (siehe polymeres Sialosid BGN-PAA in 
Tabelle 1). 

Aufgabe dieser Erfindung war es neue Inhibitoren der viralen Zelladhaslon von 
menschlichen Influenza VIren zu finden. Diese Inhibitoren sollten ein breites 
Wirkungsspektmm gegen Influenza Wild-Typ Stamme haben und hierbei eine 
moglichst hohe Inhibitorische Aktivltat besitzen. 

Es wurde nun gefunden. daft multivalente Konjugate des Sialosidliganden 
Neu5Aca2-6Galp1-4GlcNAc (6'-Sialyl-N-acetyllactosamine, 6SLN) neue. hoch aktive 
Inhibitoren der viralen Zelladhasipn sind. 

Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen der Formel I 



r4o 



0R4 



COOH 




YWP 



NHR3 



vk^orin eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet. vorziigsweise eine Acetyl-, 
Thioacetyl-, Propionyl oder Thiopropionylgruppe ist; H, Hydroxy!. Z-Alkyl. 
substituiertes Z-AlkyI, Z-Aryl, substituiertes Z-Aryl bedeutet. und Z 0, S oder NH 
entspricht; eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet; R'* H oder Acyl darstellt; X O. S 
Oder ein lineares C-C^ AlkyI bedeutet; Y NH. 0. S. CH2. oder ein Zucker ist; W ein 
bifunktioneller Spacer ist; 

P ein multivalenter Trager bestehend aus einem der nachfolgenden Stoffe ist: 
Polyacrylat. Polyacrylamid. N-substituiertes Polyacrylamid. Metacrylamid. N- 
substituiertes Metacrylamid. Polyacrylsaure. Polycarbonat. Polyester. Polyamid. 
Polyanhydrid, Polyiminocarbonat. Polyorthoester. Polydioxanon. Polyphosphazen. 
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Polyhydroxycarbonsaure. Polyaminosaure. Polysaccharid. Protein. Dextran, Chitosan. 
Glucan, Liposom, Micropartikel. 

P kann auch einen niedermolekularer multivaienter Trager wie C(CH2NH-An-)4 sein, 
worin A eine neutrale oder negativ geladene Aminosaure ist. 
5 . Oberaschenderweise zeigte sich auch, daft Verbindungen der Formel I die 
Zelladhasion aller bekannter menschllcher Infuenza StSmme der Typen A und B sehr 
effizient inhibieren. Insbesondere sind diese Inhibitoren aktiv gegen authentische. in 
der Struktur der Rezeptorbindestelle des Hemagglutins nicht veranderte Influenza 
Viren. Urn eine unverSnderte Stmktur der Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins zu 
1 0 gewahrlelsten, wurden Influenza Viren aus klinischen Isolaten venvendet. welche 

ausschliefilich auf MDCK-Zellen (Madin-Derby canine kidney cells) angezogen worden 
sind. Wie ein mittels PCR durchgefuhrter Vergleich der viralen RNA-Sequenzen auf 
MDCK gezogener Viren mit den RNA-Sequenzen von Viren aus klinischen Isolaten 
gezeigt hat. weisen die auf MDCK gezogene Viren keine Mutationen in der Region der " 
1 5 Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins auf (Robertson, 1 993). 

Tabelle 1 zeigt einen Vergleich der Inhibition der viralen Zelladhasion durch die neue 
Verbindung 6SLN-PAA und durch das Glycokonjugat BGN-PAA. welches bereits fruher 
gegen auf HQhnereiem angezogene Stamme des Typs H3N2 A/Sichuan/1 /87 
entv^ickelt wurde. Wahrend die Verbindung 6SLN-PAA ein hen/oragender Inhibitor aller 
20 authentischer Influenza StSmme ist. hat BGN-PAA ein engeres Wirkungsspektrum. und 
hat gegen viele Stamme nur eine sehr geringe Aktivitat. 

Die Vorteile der erfindungsgemaften Verbindungen der Formel I liegen insbesondere in 
ihrem Wirkunsspektrum als Inhibitoren der viralen Zelladhasion aller bekannter 
menschlicher Influenza Viren der Typen A und B, und in den sich daraus erfiffnenden 
25 Meglichkeiten diese Verbindungen zu prophylaktischen und therapeutischen Zvy^ecken 
gegen Influenza Infektionen einzusetzen. 

Ein weiterer Vorteil liegt in der leichten Zuganglichkeit von Derivaten der Verbindungen 
der Formel I. welche einen zusatzlichen Marker tragen, geeignete Marker sind z. B. 
Biotin, Farbstoffe. Fluoreszenzfarbstoffe oder radioaktive Marker. Diese Derivate 
30 konnen venwendet werden als Komponenten fur neue. bisher nicht zugangliche 
Screening Systeme zur Entdeckung neuer Inhibitoren der viralen Zelladhasion. 
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Tabellel 

Inhibition der viralen Zelladhasion von Influenza Viren durch die polymeren Sialoside 
5 BGN-PAA and 6SLN-PAA, gemessen mittels Inhibition der viralen Bindung an Fetuin, 
wie in Beispiel 8 und in Gambaryan and Matrosovich, 1992 beschrieben, 
BGN ist NeuSAca 2-OCH2C6H4NHCOCH2NH-. 
6SLN ist Neu5Aca2-6Gaipi-4GlcNAcpi-NHCOCH2NH-. 



10 


1. Klinische Human-Isolate, vermehrt in MDCK Zellen 




Virus 


Affinitat der Bindung an Virus, Kaff, piM NeuSAc 
BGN-PAA 6SLN-PAA 


15 


H3N2 

A/NIB/47/89 tA 
A/NIB/3/90 M 
A/NIB/44/90 M 


0.03 
0.01 
0.01 


0.01 
0.01 
0.01 


20 


H1N1 

A/England/1 57/83 M 
A/NIB/12/89 M 
A/NIB/23/89 M 
A/NIB/50/89 IVI 


>100 
>5 
>5 
>5 


0.03 
0.1 
0.02 
0.02 


25 


B 

B/England/222/82 IVI 
B/NIB/48/90 iVI 
B/NIB/15/89 M 


0.05 
0.05 
0.03 


0.04 
0.04 
0.02 




ILDurch Anzucht in Hiihnereiem adaptierte Stamme 


30 


H3N2 

X31 (A/Aichi/2/68) 
A/England/321/77 
A/USSR/3/85 
A/Sichuan/1/87 


100 
0.03 
0.06 
0.02 


3 

0.01 

0.1 

0.1 




H2N2 

A/England/1 2/64 


10 


0.1 


35 


H1N1 

A/FW/1/50 

A/USSR/90/77 

A/Chjle/1/83 


5 
6 
30 


3 

0.3 
6 


40 


B 

B/USSR/1 00/83 
B/Ann Arbor/1/86 
B/Yamagata/11/88 


5 

>100 
>100 


2 
3 

100 
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Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher und beispielhaft eriautert. 
BeisDiel 1 . 

uar.f.ii..nn von Nec'^Ar^9-finalR1-4Gi >'MAr.pi.NIHCQCHoNH, (modifizierte Methode 
5 nach LIkhosherstov et al.. 1986; und Manger et al.. 1992) 

Bei Raumtemperatur wurden 13.8 mg 6'-Sialyllactosamine NH4*-Salz (20 nM, isoliert 
aus menschlichen Urin) in 1ml gesattigter Ammonlumblcarbonat Losung gelost und 
wahrend 170 h geruhrt. wahrend der Inkubation wurde zu der Lbsung mehmials testes 
10 Ammoniumbicarbonat bis zur Sattigung zugesetzt. Die Reaktionslosung wurde mit 2ml 
Wasser verdunnt, eingefroren und lyophilisiert. Man erhielt 13.7 mg Ruckstand (war 
das Gewicht des erhaltenen Produktes grolier als die eingesetzte Menge Saccharid. so 
wurde der RQckstand nochmals in 2ml Wasser aufgenommen und lyophilisiert). dieser 
wurde in 0.6ml 1M NaHCOa aufgenommen. Unter Ruhrung bei 0°C wurden 34 mg 
1 5 Chloressigsaureanhydrid (200 nM) in 0.34ml Ethylacetat zugegeben. Nach 1 h wurde 
die Losung mit Essigsaure neutralisiert und im Vakuum eingeengt. Der erhaltene 
Ruckstand wurde in einer minimalen Menge Wasser aufgelost und uber eine Sephadex 
G-25 Saule(1x50 cm) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion wurde eingeengt. 
und der Ruckstand in 1 ml gesSttigter Ammoniumcarbonat L6sung aufgenommen. Nach 
20 48 h wurde die L6sung mit 2ml Wasser verdOnnt, eingefroren und lyophilisiert. Der 
Ruckstand wurde in 2ml 1 % Essigsaure aufgelost und nach 1 5 h uber eine Saule mit 
3ml Dowex AG 50W-X4 (H* Form) gegeben. Die Saule wurde mit 30 ml Wasser 
gewaschen und dann mit einer IM Ammoniumhydroxid Losung eluiert. Nach Einengen 
des Ammoniumhydroxid Eluats wurden 9.8 mg (67%) des e'-Sialyllactose N-glycyl 

25 Derivates erhalten. 

^H-NMR-Spektrum (D2O. 5. ppm): 5.16 (d, 1H. J2 9 Hz. H-1 Gal). 4.47 (d. 1H. J2 6 Hz. 
H-1 GlcNAc). 4.00-3.55 (Gal. GlcNAc, Neu5Ac). 3.46 (s, 2H. COCH2NH2). 2.69 (dd. 1H. 
J3« 12 Hz. J4 4.5 Hz. H-3eq Neu5Ac). 2.04 (s. 6H. 2 CH3CO). 1.72 (dd. 1H. J4 12.6 Hz. 
H-3ax Neu5Ac). 
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Der Verlauf der Reaktionen wurde mittels Dunnschichtchromatographie verfolgt 

(Weselgel 60, Merck): 
Eluent 1: 2-Propanol/Aceton/Wasser 4:3:2: 
6'SLN Rf= 0.61 

6"SLN-NH2 0-49 Ninhydrin positiv 

e'SLN-NHCOCHzCI 0.66 
6*SLN-NHCOCH2NH2 0.09 Ninhydrin positiv 

Eluent 2: Methanol/Aceton/Wasser 1:1:1: 

G'SLN-NHCOCHaNHa 0.73 Ninhydrin positiv 

Beispiel 2 

HprQtPllunn von Neu5Aca:>-6GalQ1.4GlcN AcR1-NHCOCH.NHC0(CH7)4C0O-P: 

1 5 Bei Raumtemperatur wurden zu einer LSsung von 7.3 mg Neu5Aca2-6Gaipi - 
4GICNACPI-NHCOCH2NH2 (10 ^M) aus Beispiel 1 in 0.2ml DMSO, 39 mg Bis(4- 
nitrophenyO-adipat (100 nM) in 0.6ml DMF zugegeben. Nach 3 h wurde das 
Reaktionsgemlsch Ober eine Sephadex LH-20 SSuie (1.8x30 cm. Eluent - 
Acetonitril/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion vi^urde eingeengt 

20 in Wasser aufgenommen, eingefroren und lyophilisiert. Man erhielt 7.4 mg des 
Glykosids(76%). 



25 



Beispiel 3 ^. ,^ ^, 

Herstelluna von Tetrakis(N-tert-butvloxv r.arbonvl-Qlvcvl-amidomethvl)methan 



Ein Gemisch von 1g Tetrakis(aminomethyl)methan (Fleischer et. a!.. 1971) 
tetrahydrochlorid (3.6 mmol). 8.52g BocGlyONph (28.8 mmol) und NEta (2.5ml. 
letmmol) in 2ml DMF vwjrde 120 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das 
Reaktionsgemlsch wurde eingeengt. in 100ml Ethylacetat suspendiert. und mit 2% 
30 H2SO4. Wasser. gesattigter NaHCOa-Losung und Wasser gewaschen und Ober 
Na2S04 getrocknet. Die Losung wurde eingeengt. der Ruckstand in Trifluoroethanoi 
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gelost. ein Gemisch CHCIa/EtOAc/MeOH (9:3:1) und EtjO wurde zugegeben. Man 
erhielt 2.1 g eines krstallinen Produktes (78%). 

DC: Rf=0.5 in CHCIa/EtOAc/MeOH/AcOH 9:3:2:0.2 (Ninhydrin-positiv, nach 5 min 
Behandlung der Platte mit HCI-Gas). 
5 ^H-NMR-Spektrum in De-DMSO (5. ppm): 7.97 (br 1. 1 H, CCHaNH). 7.37 (t. 1 H, NH°'>'), 
3.49 (d. 2H. Jnh 6 Hz. CHi"^). 2.76 (br d. 2H, CCHj). 1.37 (s. 9H. OCMej). 
Massenspektrum: 783 (M+Na). 

Beispiet4 

10 Herstelluna von TetrakisfN-tert-butvloxvcarbonvl-tri alvcvl-amidomethvhmetlian 

Bine Ldsung von 0.76g Tetrakis(N-tert-butyloxycarbonyl-glycyl-amidomethyl)-methan 
(1 mmol) aus Beispiel 3 in 8 ml CFgCOOH wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das 
Reaktionsgemisch wurde mIt 16ml Toluol versetzt und eingeengt. Der Ruckstand wurde 

15 in 3 ml Wasser aufgenommen, es wurden 0.35ml konzentrierte HCi (1 2M) zugegeben, 
die Losung wurde eingeengt und der Ruckstand im Vakuum getrocknet. Das gebildete 
Tetraamin wurde in 18ml DMF suspendiert, es wurden 1 .45g BocGlyGlyONsu (4.4 
mmol) und 0,6ml EtaN zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 24 h bei 
Raumtemperatur gerOhrt, im Vakuum (0.5-1 Torr) eingeengt und der erhaltene 

20 Ruckstand uber eine Kieselgelsaule chromatographlert (Kieselgel 60, Merck). Elution 
mit MesCO/MeOH/HzO zwischen 30:1:1 und 15:1:1 ergab 0.94 g (77%) des reien 
Produktes. DC: R,=0.79 in MezCO/MeOH/HjO 15:1:1 (Ninhydrin positiv, nach 5 min 
Behandlung der Platte mIt HCI-Gas) 

^H NMR-Spektrum in De-DMSO (5. ppm): 8.53 (t. 1H, NH°^'). 7.98 (t. 1H, CCH2NH). 
25 7.81 (t, 1H, NH°'^), 6.98 (t. 1H, NH^'"^), 3.85 (d, 2H, Jnh 5.5 Hz, CHz^"^), 3.73 (d, 2H, 
Jnh 5.5 Hz, 0^2'^}. 3.59 (d. 2H. Jnh 6 Hz. CHz^^'), 2.69 (br. d. 2H. Jnh 6.5 Hz, CCH2). 
1.38 (s. 9H. OCMea). Massenspektrum: 1239 (M+Na). 



ERSAIZBLATT (REGEL 26) 



wo 98/14215 PCT/EP97/05389 

8 



BeisDiel 5 

p»i Y-M-(9.Hvdroxvethvl>-acn/lamid mit ?no/n mol. 6SLN, (6SLN-PAA) 

5 ZueinerL6sungvon1mg6SLN-Gly(1.37^M)ausBeispiel1 inO.lmlDMSOwurden 
1.32 mg Poly(4-nitrophenylacrylat) (6.84 ^M) und 7ml EtgN in 0.132 ml DMF 
zugegeben. Das Reaktionsgemlsch wurde bei 40''C inkubiert (der Veriauf der 
Konjugation wurde mittels DC verfolgt: Verschwinden des Fleckes des Zucker 
Eduktes). nach 24 h wurden 23^1 Ethanolamin zugegeben. Nach weiteren 15 h bei 

10 Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung uber eine Sephadex LH-20 SSule 

(1 .5x25 cm, Eluent - Acetonitril/Wasser 1:1) chromatograpiniert. Die zuckerhaltige . 
Fraktion wurde eingeengt. in Wasser aufgenommen. eingefroren und lyophilisiert. Es 
wurden 1.6 mg des Konjugat erhalten(90%). 

15 Beispiel 6 

PnlYflnrylsaure f Na*- salt^ mit 20% mol. 6SLN 

Zu einer L6sung von 1 mg 6SLN.GIy (1.37 jiM) in 0.1 ml of DMSO. wurde 1.32 mg 
Poly(4-nitrophenylacrylate) (6.84 mM) in 0.132 ml DMF und EtaN (7 nD zugesetzt. Das 

20 Reaktionsgemlsch wurde bei 40«C inkubiert (der Veriauf der Konjugation wurde mittels 
DC verfolgt: Verschwinden des Fleckes des Zucker Eduktes). nach 24 h wurden 230^1 
0.1 M NaOH zugegeben. Nach 15 h bei Raumtemperatur wurden 15 ^l 1M HCI 
zugegeben und das Reaktionsgemisch uber eine Sephadex LH-20 Saule (1.5x25 cm, 
Eluent - Acetonitrile/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion wurde 

25 eingeengt. in Wasser aufgenommen. eingefroren und lyophilisiert. Es wurden 1 .5 mg 
Konjugat erhalten (93%). 
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Beispiel 7 . 

5 Eine Losung von 1 .2mg Tetrakis(N-tert-butyloxycarbonyl-triglycyl-amidomethyl)methan 
(1 mM) bus Beispiel 4 in 0.1 ml CF3COOH wurde bei Raumtemperatur geruhrt. Nach 
1 5 h wurde 1 ml Toluol zugegeben und die Lfisung eingeengt. Der Ruckstand wurde in 
0.5 ml Wasser gelost. es wurden 5 ^l konzentrierte HCI zugegeben, die L6sung 
eingeengt und der Ruckstand im Vakuum getrocknet. Das erhaltene Tetraamin wurde 

10 in 0.2 ml DMF suspendiert. und eine Losung von 4.9mg Neu5Aca2-6Galp1 - 

4GlcNAcp1-NHCOCH2NHCO(CH2)4COO-p-C6H4N02 (5 [xM) 0.3 ml DMF und 5 jil 
NEta wurde zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 15 h bei 20*0 geruhrt. Es 
wurden 10 jil konzentrierte Ammmoniak-L6sung zugegeben und nach einer Stunde 
wurde die Reaktionsldsung uber eine Sephadex G-50 (1.2x50 cm) gegeben (Eluent 

1 5 0.05 M Ammoniak LSsung). 

Die zuckerhaltige Hauptfraktion wurde eingeengt. in Wasser aufgenommen, 
eingefroren und lyophilisiert. Es v^ojrden 2.9mg Konjugat erhalten(68%). 



20 Beispiel 8 

An^. Tht ripr Influenza Viren unri Bestimmu nn der Inhibition der viralen Bindunq an 
Fetuin 

Die nicht adaptierten menschlichen Influenza Viren A/England/1 57/83 M. A/NIB/12/89 
25 M. A/NIB/23/89 M. A/NIB/50/89 M (H1N1). A/NIB/47/89 M. A/NIB/3/90 M. A/NIB/44/90 
M (H3N2). B/England/222/82 M. B/NIB/48/90 M. and B/NIB/15/89 M wurden vom 
National Institute for Biological Standardisation and Control (NIBSC, Potters Bar/UK) 
erhalten, sie waren aus klinischen Proben isoliert und wurden ausschliesslich in MDCl 
Zellen gezuchtet. 
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Die in Huhnereiern gezQchteten Influenza Viren wurden von der Viren 
Stammsammlung des D.l.lvanovsky Institutes fur Virology. Moskau erhalten. Diese 
Viren wurden in 9-10 Tage alten embryonalen Huhnereiern inkubiert. 
Fur die Untersuchung der viralen Bindung. wurden die virushaltigen Kulturuberstande 
bzw. allantoissche Flussigkeiten durch Zentrifugation von etwaigen ZellbruchsstQcken 
befreit. Diese Lfisungen wurden ohne weitere Aufreinigung entweder sofort eingesetzt 
Oder bis zu 4 Wochen bei 4'C gelagert. 

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Rinderfetuin (Fluka. CH) wurden 
folgendermassen durchgefuhrt: Die Kavitaten einer 96er EIA Mikrotiterplatte aus 
PolystyroKFIcw, USA) wurden bei mit jeweils 0.1ml einer Fetuin Losung in PBS 
(10 mg/ml) 2h bei 37^0 inkubiert. Die Platte wurde mit einer Losung 0.01% Tween 20 
(Serva, D) in PBS und dann mit destillierten Wasser gewaschen, und entweder direkt 
venwenden, oder an der Luft getrocknet und bis zur Venvendung bei -20X gelagert. 
Urn die Viren spezifisch an die Fetuin beschichteten Flatten zu adsorbieren. wurden 
die viralen Kulturen mit PBS bis auf einen Hemagglutinin-Titer von 1 :50-1 :200 
verdunnt. Die Flatten wurden dann mit je 0.1ml dieser Losung pro Kavitat fur 2 h bei 
4"C inkubiert. 

Die Inbition der Bindung des Meerrettich-Peroxidase-Fetuin Konjugates (hergestelit 
nach der Perjodat Aktivierungs Standardmethode) an die adsorbierten Viren wurde wie 
folgt bestimmt: 

Die Flatten wurden mit einer 0.01% Tween 20 LSsung in PBS gewaschen. dann 
wurden 0.1 ml einer 0.02 nM Losung des Peroxidase-Fetuin Konjugates und 
gleichzeitig verschiedene Konzentration des zu testenden Inhibitors zugegeben. Nach 
einer Inkubationzeit von 1 h bei A'C wurden die Flatten mit einer kalten PBSH^ween 
Losung gewaschen. 

Die Peroxidase Aktivitat wurde durch Zugabe von je 0.1 ml einer Substratlosung (0.4 
mg/ml o-Phenylendiamin plus 0.02% H2O2 in 50 mM Natriumacetat Puffer, pH 5.5) 
bestimmt. Nach Zugabe der Substratlfisung wurden die Flatten 30 Minuten bei 
Raumtemperatur im Dunkein inkubiert. dann wurden 0.05ml 5% H2SO4 zugegeben und 
die Absorbtion bei 492nm mit einem Titertek Multiscan reader (Flow. Finland) bestimmt. 
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Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung. wurden auf jeder Platte einige Kavitaten 
ohne Zugabe von Viren inkubiert. Es wurde jeweils nur sehr geringe unspezifische 
Bindung gefunden (A492 Werte von 0.05-0.2). 

Zur Bestimmung der maximalen Bindung A^ax wurde fur jede einzelne Platte die 
5 Bindung des Peroxidase-Fetuin-Konjugates ohne Inhibitor Zugabe gemessen. 

Als weitere Kontrolle wurde jeder einzelnen Virus Stamm mit einem Peroxidase-Fetuin- 
Konjugat umgesetzt. v/elcher zuvor mit Neuraminidase aus Vibrio cholerae umgesetzt 
vi/orden war: In alien Fallen verlor das Konjugat seine Affinitat zu Viren, somit wurde 
bewiesen, dad die Wechselwirkung zwischen Konjugat und Viren durch 
1 0 Sialyloligosaccharide bedingt ist. 

Die Bindungs Affinitat wurde nach derfolgenden Fonnel berechnet: 

Cj X Aj (Apnax'Ao) 

Kaff = 

15 Amax(ArAo) 



hierbei ist Kaff die Dissoziationsltonstante des Virus-Inhibitor Komplexes; ist die 
gemessene Absorbtion in Abwesenheit des Inhibitors; dund A sind die eingesetzte 
Inhibitor Konzentration und die entsprechende gemessene Absorbtion; Ao ist die bei 
20 Sattigung an Inhibitor gemessene Absorption. 

Die Ergebnisse der Inhibition der viralen Zelladhasion des neuen Konjugates 
6SLN-PAA aus Beispiel 5 sind in Tabelle 1 bzw. Tabelle 2 zusammengefasst. 
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Tabelle 2: 

Inhibition der viralen Zeliadhasion von Influenza Viren durch Sialosid Inhibitoren. Die 
Literaturdaten wurden zusammengefasst, wobei jeweils die hochste genannte 
inhibitorische Aktivitat aufgefuhrt wird. Die Aktivitat wird ausgedruckt in jiM 
Konzentration an NeuSAc Gmppen des Inhibitors, welche eine 50% inhibition 
verursachen. 

Venwendente Testsysteme: Inhibition der Hemagglutination (HAI), Inhibiton der Virus 
Adsorbtion an Erythrocyten (Al), Veningemng der viralen Vermehrung in Zellkulturen 
(Ml), Verringerung der viralen Bindung an Fetuin (FBI). 

Zum Vergleich sind zuunterst die Daten der Verbindung 6SLN-PAA aus Beispiel 5 



verDinaungsiyp 


Test 


^M Neu5Ac-Gruppen, Referenz 
bei507o Inhibition 


Bivalente Sialoside 


HAI 
HAI 


30 (X31 ) Glick & Knowles. 1 991 
180 (X31) Sabesan et al.. 1992 


Cluster Sialoside 


HAI 


20(X31) Royetal.. 1993 


Liposomale Sialoside 


HAI 

HAI 


0.02 (X31) Kingery-Woodetal,1992 
0.33 (unknown) Spevak et al. . 1 993 


Sialylpolymere 


FBI 


0.3 (A/TX/77, A/BK/79) 

Matrosovich et al, 1990 




HAI 

HAI 
HAI 
Ml 

FBI 


0.2 (X31) Spaltestein 
&Whitesides,1991 
• 0.1 (X31) Sparks et al.. 1993 
0.2 (X31) Leesetal.. 1994 
0.02 (X31 , H3N2) Itoh et al., 1 995 
5 (WSN/33, H1N1) Itoh et al.. 1995 
> 400 (SG/57, H2N2) Itoh et al.. 1995 
>50 (X31 , H3N2) Mochalova et al, 1 994 
0.03 (USSR/85, H3N2) 

Mochalova et al. 1994 




Ml 


10 (Chile/83. HI N1) 

Mochalova etal, 1994 
10 (B/USSR/83) Mochalova et al, 1994 
>8 (X31 . H3N2) Mochalova et al, 1 994 
0.2 (USSR/85. H3N2) 

Mochalova et al, 1994 




HAI 


4 (Chile/83, H1N1) Mochalova et al, 1994 
>8 (B/USSR/83) Mochalova et al, 1994 
0.001 (X31. H3N2) Mamen et al. 1995 


6SLN-PAAwiein FBI 
Beispiel 5 der vorliegenden 
Erfindung beschrieben 


0.02 (A/NIB/23/89M, H1N1) 
0.01 (A/NIB/44/90M, H3N2) 
0.02(B/NIB/15/89M) 
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Patentanspniche 



1 . Verbindungen der allgemeinen Formel, 



R-*© 




OR'* 



COOH 



YWP 



NHR3 



worin - eine Acyl oder Thioacylgaippe bedeutet; 

10 - H, Hydroxyl, Z-AlkyI, substituiertes Z-Alkyl. Z-Aryl. substituiertes Z-Aryl bedeutet, 
und Z - 0, S Oder NH entspricht; 

r3 - eine Acyl Oder Thioacylgruppe bedeutet; 
15 - H Oder Acyl darstellt; 

X - 0, S Oder ein lineares C1-C4 AlkyI bedeutet; 

Y - NH. 0, S, CH2, Oder ein Zucker 1st; 

W - ein bifunktioneller Spacer 1st; 
20 P - ein multivalenter Trager bestehend aus einem der nachfolgenden Stoffe ist: 

Polyacrylat, Polyacrylamid, N-substituiertes Polyacrylamid. Metacrylamid, N- 

substituiertes Metacrylamid, PolyacrylsSure. Polycarbonat, Polyester, Polyamid, 

Polyanhydrid. Poiyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen. 

Polyhydroxycarbonsaure, Polyaminosaure, Polysaccharid, Protein, Dextran, Chitosai 
25 Glucan, Liposom. Micropartikel. 
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2. Verbindungen der Formel I gemalS Anspruch 1 , dadurch gekennzoichnet, daii 
der multivalente Trager C(CH2NH-An-)4 darstellt. worin A eine neutrale oder negativ 
geladene Aminosaure ist. 

5 3. Verbindungen der Formel I gemad den Anspruchen 1 und 2 worin P mit Biotin. 
einem Farbstoff, einem Fluoreszenzfarbstoff oder einem radioaktiven Marker markiert 
ist. 

4. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemad den Anspruchen 1 und 2 zur 
10 Bindung an Viren. 

5. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaU den Anspruclien 1 und 2 zur 
Bindung an Influenza Viren. 

1 5 6. VenA^endung der Verbindungen der Formel I gemafi den Anspruchen 1 und 2 zur 
Bindung an menschliche Influenza Viren. 

7. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemafi dem Anspruch 3 als 
Komponenten von Testsystemen zum Screenen von Inhibitoren der viralen 

20 Zelladhasion. 

8. VenA^endung der Verbindungen der Formel I gemafi den Anspruchen 1 und 2 zur 
Bindung an Hemagglutinin von Influenza Viren. 

25 9. Venvendung der Verbindungen der Formel I gemall den Anspriichen 1 und 2 als 
Inhibitoren der viralen Zelladhasion an naturliche Rezeptoren. 

10. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemall den Anspruchen 4-9 in 
Kombination mit Neuraminldase-lnhibitoren. 

30 

1 1 . Verwendung der Verbindungen der Formel I gemall den Anspruchen 1 und 2 zur 
prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung viraler Infektionen. 
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12. Verwendung der Verbindungen der Fbrmel I gemaiJ den Anspriichen 1 und 2 zur 
prophylaktischen Oder therapeutischen Behandlung viraler Infektionen in Kombination 
mit Neuraminidase-lnhibitoren. 
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